Streszczenie

Tropomiozyna (Tpm) jest bialkiem wigzgcym aktyne, ktore odgrywa kluczowa role w
regulacji cienkiego filamentu. Tpm uktada si¢ wzdluz filamentu 1 wigze siedem kolejnych
podjednostek aktyny za posrednictwem powtarzalnych regionow P1-P7. Wraz z kompleksem
troponiny (Tn) Tpm kontroluje, w sposéb zalezny od Ca®*, interakcje aktyna—-miozyna. Ponadto
Tpm wplywa na stabilno$¢ i obrot cienkich filamentow, ktore sa regulowane przez biatka wigzace
aktyne, w tym kofiling (Cof), promujaca przecinanie i depolimeryzacje filamentow aktynowych,
oraz tropomoduling (Tmod), ktora czapeczkuje koniec zaostrzony filamentu i ogranicza wymiang
podjednostek aktyny. Mutacje zmiany sensu w genach kodujacych Tpm sg zwigzane z wrodzonymi
chorobami mig¢§ni—miopatiami oraz dystalnymi artrogrypozami. Molekularne mechanizmy taczace
lokalne zmiany strukturalne w Tpm z zaburzong regulacja cienkiego filamentu i fenotypami

chorobowymi nie sg w petni poznane.

Celem niniejszej rozprawy byto okreslenie, w jaki sposob dwa powtarzalne regiony P1 i P5
w Tpm2.2, ktore uczestniczag w oddziatywaniach z aktyng i Tn oraz biora udziat w regulacji
wigzania miozyny, wptywaja na funkcjonalng komunikacj¢ migdzy aktyna, miozyna, Tn, Cof i
Tmod. Aby osiggna¢ ten cel, do badan wybrano cztery zwigzane z chorobami mutacje w TPM2,
genie kodujacym izoform¢ Tpm2.2 charakterystyczng dla migsni szkieletowych: podstawienia
D20H i E181K, zwigzane z fenotypami hiperkurczliwymi i zlokalizowane odpowiednio w N-
koncowych rejonach P1 i P5, oraz E41K 1 N202K, zwigzane z fenotypami hipokurczliwymi 1
zlokalizowane w C-koncowych rejonach tych powtdrzen. Cienkie filamenty rekonstytuowane z
biatek rekombinowanych oraz biatek izolowanych z mig$ni wykorzystano w badaniach in vitro do
okreslenia roli regionéw P1 1 P5 w interakcjach biatko—biatko, polimeryzacji aktyny, dlugosci 1

stabilno$ci filamentow oraz w zaleznym od Cof2 przecinaniu i depolimeryzacji filamentow.

Zaden z badanych wariantéw nie zmieniat istotnie powinowactwa Tpm2.2 ani do F-aktyny,
ani do Tn, co wyklucza utrate stabilnego zwigzania z filamentem jako gldéwny mechanizm
chorobowy. Jednak warianty hiperkurczliwe zmienialy orientacje¢ Tpm2.2 na filamentach
aktynowych, co ostabiato hamowanie aktywnosci ATPazowej aktomiozyny. Natomiast orientacja
wariantow hipokurczliwych na filamentach nie ulegata zmianie, a ich wptyw hamujacy na
aktywnos$¢ ATPazowa byt pordéwnywalny z Tpm2.2 typu dzikiego. Fenotypy zalezne od mutacji

byly rowniez widoczne w obecnosci kompleksu Tn (Ca?"). Warianty hipokurczliwe nie byty



zdolne do pelnej aktywacji aktywnosci ATPazowej, zachowujac jednoczesnie zdolnos¢ do jej
hamowania, podczas gdy hiperkurczliwe warianty Tpm?2.2 powodowaty nadmierng aktywacje, ale
wykazywaly zmniejszone hamowanie aktywnosci ATPazowej aktomiozyny. Eksperymenty w
warunkach pojedynczego obrotu enzymatycznego nie wykazaty istotnego wplywu mutacji na
wigzanie ATP ani na dysocjacje i1 reasocjacj¢ aktomiozyny, natomiast ujawnily przeciwstawne
efekty dotyczace uwalniania produktéw reakcji. Warianty hiperkurczliwe przyspieszaty
uwalnianie ADP, podczas gdy warianty hipokurczliwe spowalnialy ten etap, dostarczajac
bezposredniego kinetycznego wyjasnienia zmienionej aktywnosci motorycznej miozyny. W tescie
ruchliwosci in vitro warianty hiperkurczliwe zwigkszaly przemieszczanie filamentéw aktynowych
napgdzane przez miozyng, natomiast warianty hipokurczliwe je zmniejszaty, zgodnie z
klinicznymi fenotypami hiper- i hipokurczliwo$ci zwigzanymi z tymi mutacjami. Roznice
fenotypowe odzwierciedlala takze wrazliwoéé na Ca?', ktéra wzrastala w obecnosci wariantow
hiperkurczliwych i1 malata w obecno$ci wariantéw hipokurczliwych. Niezaleznie od fenotypu,
mutacje w P1 wzmacnialy bezposrednig interakcje migdzy Tpm2.2 i Tn pod nieobecnosci aktyny,
podczas gdy mutacje w P5 nie wywotywaly takiego efektu. Wyniki te wskazuja, ze zmiany
powinowactwa Tn do Tpm2.2 nie determinowaly rdznic fenotypowych miedzy badanymi

wariantami Tpm2.2.

Mutacje nie wptywaly na kinetyke polimeryzacji aktyny ani na dlugo$¢ filamentow w stanie
stacjonarnym. Analizy dlugosci filamentéw w warunkach obcigzenia mechanicznego
indukowanego przez miozyn¢ generowanego przez ATP-zalezne interakcje aktomiozyny,
wykazaly, Zze mutacje wptywaly na stabilno$¢ filamentdow w sposdb zalezny od kontekstu.
Obecno$¢ Tn silnie chronita filamenty przed zaleznym od Cof2 przecinaniem i depolimeryzacja.
Roéwniez w tym przypadku, efekty mutacji zalezaty od ich potozenia w Tpm?2.2 oraz od obecnosci
Tmodl. Poniewaz mutacje nie zmienialy powinowactwa ani Cof2, ani Tmodl do aktyny,
obserwowane efekty dotyczace dtugosci i stabilnosci filamentow prawdopodobnie wynikaty ze

wspoldziatania wielu czynnikow.

Podsumowujac, podstawowa funkcjg wigzacych aktyne powtorzen P1 i P5 jest regulacja
skurczu poprzez kontrole oddzialywan aktyna-miozyna. Efekty patogennych mutacji w obrgbie
tych powtdrzen S$cisle koreluja z obserwowanymi u pacjentow fenotypami hiper- |

hipokurczliwos$ci. Ponadto, mutacje destabilizujg filamenty i zmieniajg ich dlugo$¢, przez co moga



przyczynia¢ si¢ do dezorganizacji cienkich filamentow oraz powstawania nieprawidlowych

struktur obserwowanych w komdrkach migsniowych pacjentow.



